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摘要! 为建立坛紫菜)闽丰 4 号* & 8̂27'品系的种质分子鉴定方法!采用 /33 条 $&75引物

对 7 个坛紫菜纯系进行标记扫描!从中筛选出 ) 8̂27 *品系的特异性随机扩增多态 5%&

&$&75'标记 : 个!经克隆和测序!其中两个特异性标记成功转化为特异 *-&$标记& 2̂78

733 和 2̂78/73' !标记片段大小分别为 1/3 =B 和 282 =B" 并进一步通过 8 个不同实验验

证!确定 2̂78733 和 2̂78/73 两个标记是坛紫菜) 8̂27*品系的特异和稳定性标记" 最后为

进一步简化种质鉴定程序!建立更为便捷和准确的种质鉴定方法!经过条件优化!以此两个

标记为基础建立了坛紫菜) 8̂27*品系的多重 7-$鉴定方法!该方法可以在一次 7-$反应

中同时鉴定两个特异性标记"

关键词! 坛紫菜# 随机扩增多态 5%&&$&75'# 序列特异扩增区域&*-&$'# 多重 7-$

中图分类号! *:401/55555555555 文献标志码%&

55坛紫菜#"+*%8$*. 8.(#.3&3-(-$是我国特有的

暖温带性种类"其产量约占全国紫菜总产量的

93C"创造了可观的经济效益
'4(

) 近年来"基础

研究的加强和生物技术的应用"带动了坛紫菜育

种和栽培技术的快速发展"多个各具优良性状的

坛紫菜新品系已在生产上进行了规模化中

试
'2 69(

) +闽丰 4 号, # 8̂27$是集美大学坛紫菜

种质改良及应用实验室选育出来的具有明显耐高

温&高产等优良性状的坛紫菜新品系"已连续多年

在生产上中试应用"生产性状经历了海区生产验

证"深受养殖户的好评
'2(

)

由于坛紫菜的形态性状易受环境因素影响"

且可描述的特征有限"传统的依赖于形态特征的

种质鉴定非常困难"品种经常混淆"一些栽培品系

仍为未经选育的野生种"栽培上无法实现良种化"

生产效益受到了极大影响"近年来多次发生由于

种质退化原因造成的减收甚至绝收事件) 这就要

求在选育坛紫菜优良品系的同时"尽快发展新型

的种质鉴定技术以避免种质混淆"保证坛紫菜栽

培的良种化) 5%&分子标记技术的出现为这一

问题的解决带来了契机"它直接在 5%&水平标

记检测基因组的遗传变异"不受发育时期和环境

因素的影响"数量丰富且多态性好"已经广泛应用

于高等植物的种质鉴定中
':(

)

分子标记技术在紫菜种质鉴定中的应用也已

经有了一些报导"贾建航等
'43(

利用来自两个

$&75引物扩增的 9 条多态性条带构建了 41 个

紫菜无性系的 5%&指纹图谱%石金锋等
'44 642(

报

导了 9 个可以有效对紫菜无性系进行特异性鉴定

的 $&75标记"并将其中 2 个标记把它们转换成

生产上便于应用的序列特异扩增区域 #F?VI?>A?

AP3E3A@?E;L?N 3:B0;X;?N E?J;/>"*-&$$标记%谢潮

添等
'4/(

采用 **$标记构建了 88 个坛紫菜种质材

料的 5%&指纹图谱"并转化成了可用于种质自

动化鉴定的数码指纹%也有研究分别采用 $&75&

&('7和 *$&7标记技术构建紫菜品系的 5%&

指纹图谱"并将这些指纹图谱应用于紫菜的种质

鉴定中
'48 647(

)
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*-&$标记是在 $&75标记技术的基础上发

展起来的一种基于 7-$技术的单基因位点多态

性遗传标记"具有快速&简便&重复性好和成本低

廉等优点"适用于大量样品的快速鉴定和分析"已

被广泛用于种质鉴定&标记辅助选择和遗传图谱

构建中
':(

) 而多重 7-$技术则是指在同一个反

应体系中进行多个目的片段扩增的 7-$技术"具

有高效性&系统性和经济简便性等优点
'40(

"自

4:99 年由 -P3:=?E03;> 等
'49(

首次提出以来"已经

在动植物的分子标记扩增中得到了广泛的运用"

但其在大型海藻中尚未见相关报导)

本研究采用 $&75分子标记技术筛选坛紫

菜+闽丰 4 号,的特异扩增片段"并将其转化为特

异 *-&$标记"同时应用多重 7-$技术构建基于

*-&$标记的坛紫菜+闽丰 4 号,快速鉴定技术"

以为坛紫菜栽培种质的鉴定提供快速&便捷和准

确的技术方法)

45材料与方法

%&%'实验材料

供试的坛紫菜 7 个纯系 # 8̂27& 8̂40&D84&:8

*

& 8̂74&98

"

$和 29 个坛紫菜种质品系均来自于

福建省坛紫菜种质资源库) 培养条件为 # 24 E

4$R"光照强度为 13 <73

$

:/06#:

2

.F$"光周期

为 42 P#光$F42 P#暗$)

%&('实验方法

5%&提取55收集培养液中培养的各品系

叶状体或丝状体用滤纸吸干后"取 311 J 置于微

型匀浆机中进行高速匀浆"然后采用传统的

-K&9法
'4:(

稍作改良后进行 5%&的提取和纯

化"在413C的琼脂糖凝胶电泳中检查所提取

5%&的完整性"并在 9?AH:3> 5#6733 核酸蛋

白紫外分析仪上测定 5%&浓度)

$&75特异扩增片段筛选55以坛紫菜 7 个

纯系 # 8̂27& 8̂40&D84&:8

*

& 8̂74&98

"

$叶状体

5%&为模板"分别采用 /33 条 #*4 <*/33$ 43 碱

基的 $&75随机引物'生工生物工程技术#上海$

有限公司(进行特异性扩增片段筛选) $&75扩

增反应体系为 43 =7-$ =IXX?E213

$

'" 211

::/06'N%K7413

$

'"43

$

:/06'$&75引物

413

$

'"21 : ::/06'2J-0

2

413

$

'" 1 #6

$

'

@.M 5%&聚合酶 31/

$

'"1 >J6

$

'模板 5%&213

$

'"最后加无菌 NN+

2

"至反应体系总体积为 23

$

') $&75扩增的反应程序为 :1 R预变性 1

:;>%:1 R变性 /3 F"/0 R复性 13 F"02 R延伸 4

:;>"以上 / 步重复 83 个循环%02 R延伸 43 :;>)

$&75扩增结束后"取 0

$

'扩增产物"加 /

$

'溴酚蓝后于 412C的琼脂糖凝胶中电泳 411 P

后"在紫外灯下观察电泳结果"并拍照)

特异扩增片段的回收!克隆和测序55将

$&75特异性扩增片段用琼脂糖凝胶回收试剂盒

#K;3>J?> $ 切胶回收后"与 BT,28K,3F4 载体

#7E/:?J3$连接"并转化至 ?D)+/(5+1

!

感受态

细胞"培养细菌并提取质粒后用 24/ 通用引物进

行阳性克隆检测"然后将含有目的片段的重组质

粒 5%&送往大连宝生物工程有限公司测序)

*-&$标记引物设计5 5将测序获得的

5%&序列去除载体序列后"应用 7E;:?E7E?:;?E

113软件进行 *-&$标记引物的设计"并用 "0;J/

713 软件进行引物评价"同时在 %-9)数据库上用

7E;:?E9'&*K验证引物的特异性"最后选定的引

物由生工生物工程技术服务 #上海 $有限公司

合成)

*-&$标记的验证55为验证所设计 *-&$

标记引物的特异性和稳定性"进行了 8 个不同的验

证实验!#4$验证 *-&$标记在 7 个坛紫菜纯系中

的特异性%#2$验证*-&$标记引物在 29 个坛紫菜

种质品系 #含 8̂27 的父本和母本$中的特异性%

#/$验证 *-&$标记在 8̂27 (

2

<(

8

叶状体和 (

2

<

(

1

丝状体中的稳定性%#8$验证 *-&$标记在随机

选取的 8̂27 /8 个叶状体个体中的稳定性)

*-&$标记验证的 7-$反应体系为 43 =

7-$=IXX?E213

$

'"211 ::/06'N%K7413

$

'"43

$

:/06'*-&$正反向引物各 311

$

'"1 #6

$

'

@.M 5%&聚合酶 31/

$

'"1 >J6

$

'模板 5%&213

$

'"最后加无菌 NN+

2

"至反应体系总体积为 23

$

') 7-$反应程序为 :1 R预变性 1 :;>%:1 R

变性 /3 F"复性#温度依 *-&$引物不同而不同$

13 F"02 R延伸 4 :;>"以上 / 步重复 /3 个循环%

02 R延伸 43 :;>) 扩增结束后于 412C的琼脂糖

凝胶中进行电泳检测)

多重 7-$扩增55将经过验证的两对特异

*-&$标记引物加入同一反应体系中"对反应体

系&引物浓度&退火温度&延伸时间和循环数等进

行优化"以建立基于 *-&$标记的坛紫菜 8̂27 多

重 7-$鉴定技术)

:97
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25结果

(&%'XL(H )$,"特异扩增片段的筛选'克隆及测序

为筛选出坛紫菜+ 8̂27,品系的特异性标记"

以 7 个遗传背景不同的坛紫菜纯系叶状体 5%&

为模板"/33 条 $&75引物进行筛选"结果从中筛

选出在+ 8̂27,品系中特异性扩增的 $&75标记 :

个"图 4 为引物 *28: 和 *213 在+ 8̂27,中分别扩

增出的特异性标记"标记长度分别为 733 =B 和

/73 =B 左右#图 4$"分别命名为 2̂78733 和 2̂78

/73) 这两条特异性标记经过切胶回收&转化&克

隆&测序和引物设计"最终成功转化为 *-&$标

记"5%&序列如图 2 和图 / 所示) 而其余 0 个特

异性标记由于各种原因未能转化为 *-&$标记)

图 %'K(-V 和 K(.T )$,"引物在坛紫菜 H 个纯系中的扩增结果

=4>&%')$,"1/BE4A4!184@7@AH B:35E4756@A"(8*.#*7&7).)2< B34/53K(-V 17;K(.T

2152333 :3EH?E% 4 621̂ 827% / 681L840% 1 671D84% 0 691:8

*

% : 6431L874% 44 642198

"

图 ('X(HLHTT 的 "#$序列

方框内为 $&75引物"下划线部分为 *-&$标记引物)

=4>&('"#$65?:57!5@AX(HLHTT

)>F;N?@P?=/[ ;F@P?F?VI?>A?/X$&75BE;:?EF"@P?I>N?E0;>?N ;F@P?F?VI?>A?/X*-&$BE;:?EF1

图 *'X(HLHTT 的 "#$序列

方框内为 $&75引物"下划线部分为 *-&$标记引物)

=4>&*'"#$65?:57!5@AX(HLHTT

)>F;N?@P?=/[ ;F@P?F?VI?>A?/X$&75BE;:?EF"@P?I>N?E0;>?N ;F@P?F?VI?>A?/X*-&$BE;:?EF1

3:7



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 王5婷"等!基于 *-&$标记的坛紫菜+闽丰 4 号,多重 7-$鉴定技术的建立 55

(&('KI$)标记的转化和验证

根据 5%&序列"通过软件分别设计成功一

对特异 *-&$标记引物#表 4$) 为验证 *-&$标

记引物的特异性和稳定性"进行了 8 个不同的验

证实验) 首先"验证 *-&$标记在 7 个坛紫菜纯

系中的特异性"其中两对 *-&$标记引物均只在

8̂27 处分别扩增出一条预期大小的特异性条带"

其它品系均没有扩增条带出现#图 8$)

表 %'XL(H 的特异 KI$)标记

012&%'KB5!4A4!KI$)/13Y536@AXL(H

标记名称

:3EH?E>3:?

引物序列#1S8/S$

BE;:?EF?VI?>A?

扩增片段长度6=B

3:B0;X;A3@;/> BE/NIA@F;L?

退火温度6R

3>>?30;>J @?:B?E3@IE?

2̂78733

(!KKKKK-&TT&&K&TK&&&-&--

$!K&T&KK&--KK&&&TKK-TT&K

1/3 1/11

2̂78/73

(!K&T&T-&&K-TKK&K--&K&&TKT

$!KTKKKKKK-K&KKKK-&&&T--K&

282 1811

图 -'KI$)标记在坛紫菜 H 个纯系中的验证结果

=4>&-'U534A45;356:E8@AKI$)/13Y53647

H B:35E4756@A"(8*.#*7&7).)

2152333 :3EH?E% 4 621̂ 827% / 681L840% 1 671D84% 0 691:8

*

% : 6431L874% 44 642198

"

1

55其次"验证 *-&$标记在 29 个坛紫菜种质品

系#含 8̂27 的父本#08)$和母本#7U

#

$$中的特

异性"结果如图 1 所示) 由图中可以看出"两对

*-&$引物仍然均只在 8̂27 处分别扩增出一条

预期大小的特异性条带"其它品系均没有扩增条

带出现"说明两个 *-&$标记均为坛紫菜 8̂27 所

特有的标记) 两个 *-&$标记在 8̂27 的父本和

母本中也未出现扩增条带"说明扩增 *-&$标记

的两条引物分别来源于父本和母本的两个不同等

位基因"只有在父本和母本杂交进行染色体片段

重组产生新的纯和等位基因后"才在子代 8̂27 中

出现特异 *-&$标记)

再次验证 *-&$标记在 8̂27 (

2

<(

8

叶状体

和 (

2

<(

1

丝状体中的稳定性"结果如图 7 所示)

由图中可以看出"两对 *-&$引物在 8̂27 (

2

<(

8

图 .'KI$)标记在坛紫菜 (Z 个种质品系中的验证结果

=4>&.'U534A45;356:E8@AKI$)/13Y53647(Z >53/BE16/ E4756@A"(8*.#*7&7).)

2152333 :3EH?E% 4"471̂ 827% 21O*

"

% /1O*

#

% 81O*

%

% 11O*

*

% 71O*

+

% 01O*

,

% 91O*

-

% :1O*

.

% 431O*

/

% 441O*

0

% 421

O*

1

% 4/1O*

2

% 4817U

#

% 4117U

%

% 4017U

+

% 4917U

*

% 4:1̂ 84:% 231̂ 873% 241̂ 877% 221̂ 879% 2/1̂ 804% 281̂ 893% 211̂ 892%

271̂ 8:4% 201̂ 8:8% 29108

"

% 2:108

#

% /3108

%

1

4:7
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图 H'KI$)标记在 XL(H 品系 =

(

[=

-

叶状体和 =

(

[=

.

丝状体中的验证结果

2152333 :3EH?E% 4 </1(

2

<(

8

叶状体% 8 <01(

2

<(

1

丝状体)

=4>&H'U534A45;356:E8@AKI$)/13Y53647=

(

\=

-

891EE:617;=

(

\=

.

!@7!9@!5E46@AXL(H

2152333 :3EH?E% 4 6/1(

2

6(

8

@P300IF% 8 601(

2

6(

1

A/>AP/A?0;F1

叶状体和 (

2

<(

1

丝状体均扩增出了一条预期大

小的目的片段"说明两个 *-&$标记在坛紫菜 8̂

27 品系不同子代和不同世代间均具有很好的稳

定性)

最后"从海区栽培的 8̂27 品系叶状体群体中

随机挑选了 /8 个个体"提取 5%&后分别用两对

*-&$引物进行 7-$扩增"以验证 *-&$标记 8̂

27 品系不同叶状体个体中的稳定性"结果如图 0 所

示) 由图中可以看出"两对 *-&$引物在 /8 个 8̂

27 叶状体个体中均扩增出了一条预期大小的特异

性条带) 由此说明"两个特异 *-&$标记在 8̂27

品系不同叶状体个体中具有很好的稳定性)

图 R'KI$)标记在 XL(H 品系 *- 个叶状体个体中的验证结果

2152333 :3EH?E% 4 </81/8 个 8̂27 品系叶状体个体)

=4>&R'U534A45;356:E8@AKI$)/13Y53647*- 891EE:656@AXL(H

2152333 :3EH?E% 4 6/81/8 @P300IF?F/X̂ 8271

(&*'KI$)标记多重 ,I)鉴定技术的建立

为简化应用 *-&$标记进行坛紫菜种质鉴定

的操作步骤"以建立快速&便捷和准确的鉴定技

术"应用多重 7-$技术将两对 *-&$引物同时加

入同一反应体系中"通过对反应体系&引物浓度&

退火温度&延伸时间和循环数等进行优化后"建立

了基于 *-&$标记的坛紫菜 8̂27 多重 7-$鉴定

技术) 7-$扩增的反应体系为 43 =7-$=IXX?E

211

$

'"211 :::/06'N%K7213

$

'"23

$

::/06

' 2̂78/73 正反向引物各 3121

$

'"23

$

:/06'

2̂78733 正反向引物各 311

$

'"1 #6

$

'@.M 5%&

聚合酶 31/

$

'"1 >J6

$

'模板 5%&213

$

'"最后

加无菌 NN+

2

"至反应体系总体积为 21

$

'%7-$

扩增的反应程序为 :1 R预变性 1 :;>%:1 R变性

/3 F"1817 R复性 13 F"02 R延伸 4 :;>"以上 / 步

重复 /3 个循环%最后 02 R延伸 43 :;>%扩增结束

2:7
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后于 412C的琼脂糖凝胶中进行电泳检测"如果

在同一泳道中能同时检测到两个 *-&$标记的目

的片段"则表明所鉴定的对象为 8̂27 品系)

8̂27 品系的多重 7-$扩增结果中出现了两

条分别对应 2̂78733 和 2̂78/73 *-&$标记的扩

增片段"而其它 1 个纯系的多重 7-$扩增结果中

没有扩增片段出现"说明基于 *-&$标记的坛紫

菜 8̂27 品系多重 7-$鉴定具有很好的特异性

#图 9$)

图 Z'基于 KI$)标记的坛紫菜 H 个

纯系多重 ,I)扩增结果

2152333 :3EH?E% 4 <21̂ 827 多重 7-$扩增结果% / <81̂ 827

2̂78733 标记单重 7-$扩增结果% 1 <71̂ 827 2̂78/73 标记单

重 7-$扩增结果% 0 <441L840&D84&:8

*

& 8̂74&98

"

多重 7-$

扩增结果)

=4>&Z'D:E84BE5G ,I)1/BE4A4!184@7@AH B:35E4756@A

"(8*.#*7&7).)2165;@7KI$)/13Y536

2152333 :3EH?E% 4 6212I0@;B0?[ 7-$3:B0;X;A3@;/> /X̂ 827%

/ 6817-$3:B0;X;A3@;/> /X 8̂27 X/E 2̂78733 :3EH?E% 1 671

7-$ 3:B0;X;A3@;/> /X 8̂27 X/E 2̂78/73 :3EH?E% 0 6441

2I0@;B0?[ 7-$3:B0;X;A3@;/> /XL840"D84":8

*

" 8̂7 3>N 98

"

1

/5讨论

传统的基于形态特征的种质鉴定技术已不能

适应当前紫菜产业发展的需要"利用分子标记技

术开发新型的紫菜种质鉴定技术是科技进步和产

业发展的必然"已有多篇文献综述了分子标记技

术在紫菜种质鉴定中的应用
'23 622(

) $&75标记

具有操作简便"成本低廉等特点"但由于重复性

差"稳定性不高等原因在很大程度上限制了该技

术的应用%&('7"*$&7和 **$等标记尽管具有

重复性好和稳定性高等优点"但却操作繁杂"对实

验仪器要求较高%而 73E3> 等
'2/(

在 $&75标记基

础上开发的 *-&$标记"尽管在标记开发时需要

进行大量引物筛选&5%&片段克隆&测序和引物

设计等较为繁杂的步骤"但标记一旦开发成功"则

在实际应用中具有检测快速&操作简便&重复性好

和成本低廉等优点"因此 *-&$标记目前已在陆

生高等植物中得到了广泛的应用
':(

) 石金峰

等
'42(

也将 *-&$标记技术引入到了紫菜的种质

鉴定中"首先通过 $&75标记扫描筛选出了紫菜

41 个无性系的 9 个特异标记"并将其中无性系

O:132 和 Q:834 特有的 $&75标记成功转化成

了 *-&$标记) 本研究通过 $&75标记技术扫

描"从 /33 条 $&75引物中筛选出了 : 个坛紫菜

+ 8̂27,品系的特异标记"最终只有两个标记成功

转化成了 *-&$标记) 由这些结果可以看出"并

非所有的特异分子标记都能成功地转换成 *-&$

标记) 可能原因有引物设计不合适&序列相似或

多拷贝&5%&甲基化和回收的多态性片段中存在

相同大小片段或存在邻近 5%&片段污染等
'28(

)

在特异标记筛选的过程中"由于实验材料收

集的局限性"筛选所得的特异性标记只能相对于

所收集的材料而言是具有特异性的"在采用单一

标记进行种质鉴定时就有可能把原有材料中未包

括的"但却含有该特异标记的材料误判为是正确

的材料"造成误判) 因此"现在生产上往往都采用

多个标记同时进行鉴定的方法来避免造成误判"

只有多个特异性标记都为阳性的情况下"才能确

定该材料为正确的材料) 但每次样品鉴定"都要

进行多次的标记验证"难免存在工作量大&检出时

间长&成本高等诸多问题"而多重 7-$技术则可

以很好地解决这些问题) 多重 7-$与单一 7-$

相比"一次反应可以同时检测多个标记"时间短"

所需试剂少"因而具有高效&快捷和经济的特点%

同时在灵敏度上高度特异敏感"保证了扩增结果

的准确性"极大地减少了工作量"在一定程度上加

速了试验进程
'40(

) 因此"针对特定目标"开发简

单&快速和有效的多重 7-$鉴定技术对于紫菜的

种质鉴定具有非常重要的意义)

由于多重 7-$的试验条件要求较高"在对其

试验条件进行优化时"除了需要对 N%K7的浓度&

@.M 酶活性和复性温度#@

:

$值进行优化外"引物

的兼容性和引物浓度的优化是其中的关键) 引物

的兼容性主要原则就是避免引物内部形成发卡结

构&引物及引物之间在扩增过程中产生二聚体等"

此外还需平衡每对引物的浓度使每个座位都能获

得足够的扩增量) 本实验经过多轮优化"最终建

立了较为理想的坛紫菜 + 8̂27,品系的多重 7-$

/:7
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鉴定技术"从鉴定结果看"具有很好的特异性"可

方便地应用于该品系紫菜的种质鉴定中)
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